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Capítulo VI 
	  
BIOCATÁLISIS APLICADA A LA SÍNTESIS DE FÁRMACOS (I) 
ENZIMAS HIDROLÍTICAS 
María J. Hernáiz 
RESUMEN 
En este capítulo se presenta una introducción sobre la versatilidad de las 
enzimas hidrolíticas en las biotransformaciones y sus principales aplicaciones 
en la síntesis de fármacos. El capítulo principalmente está centrado en el 
estudio de dos tipos de hidrolasas, las lipasas y proteasas. En esas dos 
secciones, se describen los ejemplos de mayor interés industrial donde se han 
utilizado estas enzimas de diferentes orígenes para la obtención de fármacos.  
Palabras clave: Biocatálisis; Hidrolasas; Lipasas; Proteasas; Fármacos. 
ABSTRACT 
Applied	  Biocatalysis	  in	  drugs	  synthesis	  (I)	  Hydrolitic	  enzymes 	  
This Chapter presents an introduction about the versatility of hydrolytic 
enzymes in biotransformations and theirs applications in the synthesis of 
drugs. The chapter is focus mainly on two types of hydrolytic enzymes, lipases 
and proteases. These two sections describe examples of industrial interest 
where these enzymes from different origins have been used in the synthesis of 
drugs.  
Keywords: Biocatalysis; Hydrolases; Lipases; Proteases; Drugs. 
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1. INTRODUCCIÓN 
Durante la última década, la búsqueda de nuevas moléculas con actividad 
farmacológica se ha llevado a cabo mediante técnicas innovadoras. Los avances en 
diferentes campos, tales como la biología molecular, bioquímica, química orgánica y 
biotecnología, entre otros, han permitido el alcance de nuevos objetivos a través de 
procesos más eficaces y rápidos. Se han desarrollado muchos y nuevos métodos 
sintéticos que permiten la obtención de extensas librerías de productos con potencial 
actividad terapéutica. En este sentido, el empleo de biocatalizadores, tanto en forma 
de enzimas aisladas o sistemas celulares ha sido de vital importancia. 
Los grandes progresos realizados en los estudios a nivel molecular de los 
mecanismos de actuación de muchos compuestos, han revelado la importante 
influencia de la quiralidad en la efectividad de muchas moléculas. Una gran variedad 
de funciones biológicas tienen lugar a través de mecanismos de reconocimiento 
molecular, lo que requiere un perfecto acoplamiento entre el receptor y el ligando. En 
los sistemas biológicos, las enzimas y receptores son capaces de diferenciar los dos 
enantiómeros de un compuesto racémico a través de las diferentes uniones 
establecidas, lo que supone también una diferencia en la actividad de cada 
enantiómero. La quiralidad es un factor determinante en la eficacia de muchos 
fármacos, aditivos y otros productos químicos. En general, sólo uno de los 
enantiómeros, el eutómero, presenta la actividad biológica deseada; el otro isómero (o 
distómero) presenta diferente actividad; en algunos casos es inocuo para el 
organismo, pero en otros muchos puede inhibir el efecto del eutómero, o presentar 
otra actividad, dañina para el organismo (1), como ocurre en el conocido caso de la 
Talidomida (el enantiómero R presenta la actividad deseada contra los mareos y 
vómitos de mujeres embarazadas, mientras que el enantiómero S es teratógeno). En 
otros casos, los 2 enantiómeros presentan otras diferencias, como ocurre con el 
edulcorante artificial Aspartamo: un enantiómero es dulce y sin embargo el otro es 
amargo (2). 
Por todo ello, la fabricación de la forma activa (enantiómero puro) de muchas 
sustancias se ha convertido en uno de los objetivos primordiales de la industria 
farmacéutica y agroalimentaria. La síntesis de compuestos ópticamente activos juega 
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un papel de gran relevancia en la obtención de nuevos principios activos quirales, así 
como en la obtención de intermedios sintéticos. 
Las tres principales metodologías a partir de las cuales se pueden obtener 
compuestos ópticamente activos son las siguientes: i) utilización de precursores 
quirales; ii) resolución cinética de mezclas racémicas mediante métodos físicos, 
catalizadores químicos o enzimáticos y iii) síntesis asimétrica, utilizando auxiliares 
químicos o biocatalizadores. 
Actualmente, no sólo existe un gran interés en el diseño y descubrimiento de 
compuestos enantioméricamente puros, sino también en el desarrollo de nuevos 
procesos sintéticos a escala industrial, para permitir procesos más económicos y 
ambientalmente sostenible. Entre las diferentes metodologías para la obtención de 
enantiómeros puros cabe destacar la creciente importancia de la biocatalisis. En los 
últimos años, se ha producido un gran aumento en la utilización de enzimas y 
microorganismos en la transformación de múltiples sustratos con elevada quimio-, 
regio- y enantioespecificidad (3). Las enzimas son por naturaleza materiales quirales, 
por lo que pueden ser obtenidas sustancias ópticamente activas con un elevado 
exceso enantiomérico, a partir de mezclas racémicas o sustratos proquirales, o 
mediante transformaciones asimétricas. Tradicionalmente, estos productos se han 
obtenido a través de semi-síntesis, mediante la modificación de productos ya 
existentes, o a través de síntesis completas, lo que implica rutas sintéticas muy largas 
y en ocasiones difíciles de escalar. El desarrollo de procesos biocatalíticos en las dos 
últimas décadas, ha permitido su inclusión en procesos sintéticos, facilitando y 
simplificando esas rutas (4). 
El número de procesos biocatalíticos llevados a cabo en la industria ha 
aumentado considerablemente en los últimos años, principalmente en el sector 
farmacéutico o en la fabricación de productos de alto valor añadido (5). Las enzimas 
utilizadas como catalizadores de reacciones orgánicas se pueden dividir en seis 
grupos (6): oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas. 
La mayoría de los procesos biocatalíticos se desarrollan con la utilización de 
hidrolasas (60 %), seguido de oxidorreductasas (25 %); los otros 4 grupos de enzimas 
constituyen el 15 % restante (Figura 1), pero adquiriendo cada vez mayor importancia, 
como ocurre con las liasas, formadoras de enlace C-C (7).  
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 La utilización de biocatalizadores en síntesis presenta una serie de ventajas 
(8): 
1. Son catalizadores eficientes, que actúan en intervalos de temperatura 
moderada (20-40ºC) y presión atmosférica, minimizando los problemas de 
epimerización, racemización e isomerización que puedan ocurrir. 
2. Presentan una elevada selectividad: regio-, quimio- y enantioselectividad. 
3. Su actividad no queda restringida a sus sustratos naturales, sino que admiten 
una gran variedad de sustratos. 
4. Pueden catalizar un extenso abanico de reacciones, incluso llevar a cabo 
reacciones que químicamente no se podría, sobre grupos no activados del 
sustrato. 
5. Principalmente las hidrolasas, presentan actividad catalítica en medios 
orgánicos, lo que permite la transformación de sustratos hidrofóbicos. 
6. Los biocatalizadores pueden ser inmovilizados, lo que aumenta su actividad en 
determinados casos, y reutilizados en diferentes ciclos. 
7. Las reacciones biocatalizadas son altamente compatibles con el medio 
ambiente, cumpliéndose los principios de la Química Sostenible (9). 
8. Contribuyen al desarrollo de procesos ambientalmente benignos para la 
obtención de productos de alto valor añadido. 
9. Los biocatalizadores son biodegradables. 
10. Las enzimas pueden ser sobreexpresadas, haciendo los procesos 
biotecnológicos económicamente eficientes. La sostenibilidad de un proceso 
incluye la energía y materia prima utilizadas, las pérdidas de rendimiento con 
Figura 1.- Frecuencia del uso de las diversas enzimas como catalizadores químicos. 
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productos secundarios, la seguridad del proceso y la calidad del producto. Ya 
existen numerosos procesos biocatalíticos establecidos en la industria, que han 
proporcionado una mejora de estos aspectos, lo que implica también una 
mejora económica del proceso y mayor competitividad (5c). 
Frente a estas ventajas, la utilización de enzimas o de células enteras también 
presenta limitaciones. Muchas presentan actividad en un rango estrecho de pH y 
temperatura, pudiendo desactivarse fácilmente fuera de esos límites. La gran mayoría 
son susceptibles de sufrir inhibición por el sustrato o por el producto. Su actividad 
natural se lleva a cabo en medios acuosos, por lo que algunas pueden ser 
desactivadas en medios orgánicos. Existen diferentes técnicas para superar estas 
limitaciones y aumentar la eficacia de los biocatalizadores, como la alteración del 
medio de reacción (10) o la inmovilización del catalizador (11). En los últimos años, 
gracias a los avances en biología molecular, ingeniería genética y bioinformática, se 
están desarrollando técnicas tales como procesos de evolución dirigida, mediante los 
que se consiguen biocatalizadores más específicos, aumentando su actividad, su 
resistencia y su enantioselectividad, que incluso puede ser cambiada (12). Todo esto 
hará que en un futuro se incremente enormemente la implementación de procesos 
biocatalíticos en la industria. 
2.BIOTRANSFORMACIONES CATALIZADAS POR HIDROLASAS 
Las hidrolasas constituyen, con diferencia, el grupo más extenso de 
catalizadores químicos utilizados en la industria farmacéutica. Son un grupo grande 
de enzimas que se clasifican en función del tipo de enlace que hidrolizan. La función 
natural de la mayoría de las hidrolasas es digestiva, ya que convierten los alimentos 
en unidades más pequeñas para la digestión. Por ejemplo, las proteasas hidrolizan 
las proteínas a péptidos más pequeños y luego a aminoácidos, las lipasas hidrolizan 
los lípidos (triglicéridos) a glicerol y ácidos grasos etc. 
Tres características hacen a las hidrolasas útiles para el químico orgánico. En 
primer lugar, presentan una amplia especificidad de sustratos; además las hidrolasas 
suelen aceptar como sustratos diferentes intermedios sintéticos. En segundo lugar, 
presentan una alta estereoselectividad, incluso sobres sustratos no naturales y 
tercero, también catalizan otras reacciones, además de la hidrólisis, como 
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condensaciones (hidrólisis reversa) y alcoholisis (utilizar un alcohol en lugar de agua). 
Además, poseen otras características que hacen a las hidrolasas biocatalizadores 
útiles para la síntesis orgánica. Muchas hidrolasas están disponibles comercialmente, 
no requieren cofactores y toleran la adición de disolventes miscibles con el agua (por 
ejemplo, DMSO, DMF). Las lipasas, esterasas y proteasas también son estables y 
activas en un gran número de otros disolventes orgánicos más hidrofóbicos. 
Las enzimas se clasifican por un número de la Comisión Europea (CE) en 
función del tipo de reacción que cataliza. En esta clasificación las hidrolasas 
pertenecen al grupo 3 y éstas a su vez se clasifican según el tipo de enlace que 
hidrolizan (Tabla I). 
Tabla I. Hidrolasas útiles en síntesis orgánica.  
Número EC Tipo de enlace que hidrolizan Ejemplos 
3.1 
3.1.1 
Éster 
Ésteres de ácido carboxílico 
 
Lipasas 
3.2 
3.2.1 
Glicosídico 
O-glicosídico 
 
α-Amilasa; β-Galactosidasa 
3.3 
3.3.2 
Éter 
Epóxidos 
 
Epoxidohidrolasa 
3.4 
3.4.16.21 
3.4.17.24 
Peptídíco 
Serin proteasa 
Metalo proteasa 
 
Subtilisina; Tripsina 
Termolisina 
3.5 
3.5.1 
3.5.2 
3.5.3 
Otras amidas 
Amidas lineales 
Amidas cíclicas 
Nitrilos 
 
Penicilin G acilasas 
Hidantoinasas 
Nitrilasas 
 
A continuación comentaremos la aplicación de las hidrolasas más utilizadas 
(lipasas y proteasas) en la producción a nivel industrial en la obtención de fármacos o 
sintones para la posterior preparación de los mismos y en los que se aprovechan la 
regio y estereoselectividad de las hidrolasas. 
2.1. Lipasas 
 Las lipasas (EC 3.1.1.3), son enzimas pertenecientes al grupo de hidrolasas, 
que catalizan la hidrólisis de ésteres formados a partir de glicerol y ácidos grasos de 
cadena larga, de una forma regio- y enantioselectiva. Dada su estabilidad en medios 
orgánicos, el hecho de que no requieran cofactores, su elevada regio-, quimio- y 
enantioselectividad y el amplio espectro de sustratos que pueden transformar (13), 
son en muchas ocasiones el biocatalizador de elección en la preparación de 
200	   M.	  J.	  Hernáiz	  
 
moléculas orgánicas quirales. Son las enzimas que mayoritariamente se emplean en 
procesos de resolución cinética de mezclas racémicas de alcoholes, ácidos, ésteres y 
aminas. Se utilizan preferentemente en la resolución de alcoholes secundarios (14), 
mediante procesos de hidrólisis de los correspondientes ésteres o procesos de 
transesterificación, por la elevada enantioselectividad que presentan frente a este tipo 
de sustratos. Se podría resumir que la enantioselectividad del proceso dependerá del 
origen de la lipasa, la estructura del sustrato y las condiciones experimentales de la 
reacción. 
La versatilidad de estas enzimas hace que sean capaces de llevar a cabo 
también la hidrólisis de otros sustratos no naturales, así como la síntesis en medio 
orgánico de ésteres y otros compuestos. El mecanismo catalítico de las lipasas 
(desarrollado en el Esquema 1) es similar al descrito para las serín-proteasas (15), 
estando implicados los aminoácidos que conforman la triada catalítica, con las 
siguientes etapas: 
1. El sustrato (R1COOR2) accede al centro activo de la enzima (complejo enzima-
sustrato), situándose de forma que el carbono carbonílico es atacado por la 
serina catalítica, a través de su grupo hidroxilo activado. Esta activación se 
produce por la colocación especial de los tres aminoácidos catalíticos, que 
provoca una disminución del valor de pK del grupo hidroxilo de la serina: el 
protón del grupo –OH de la serina es captado por el nitrógeno Nε del anillo 
imidazólico de la His del centro activo, cuya carga positiva es estabilizada por 
el aspartato (o glutamato) que forma parte de la triada. Se forma así, el primer 
intermedio tetraédrico (I). La carga negativa, en principio situada en el oxígeno 
Oγ de la serina, sufre una translocación hacia el oxígeno del grupo carbonilo, 
originándose un oxianión, el cual es estabilizado a través de la formación de 
uno o varios puentes de hidrógeno con los aminoácidos que constituyen el 
“hueco oxianiónico”. 
2. El intermedio tetraédrico se rompe al transferirse al oxígeno del alcohol 
saliente, el protón previamente cedido a la His, liberándose el alcohol y 
formándose el complejo acil-enzima. 
3. Se produce un segundo ataque nucleofílico por parte del segundo sustrato 
R3OH (H2O en sistemas biológicos), previa activación similar a la descrita en el 
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apartado 1, sobre el carbono carbonílico del complejo acil-enzima, formándose 
un nuevo intermedio tetraédrico (II). 
4. El intermedio tetraédrico II colapsa tras la cesión al oxígeno de la serina del H 
captado por la His a partir del nucleófilo atacante, liberándose el producto (un 
ácido graso como producto natural) y regenerándose la serina catalítica. 
Asp
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O N
N
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H O
Ser
O R2
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Complejo enzima-sustrato
Intermedio tetraédrico I
Residuos 
estabilizadores 
del oxianión
Residuos 
estabilizadores 
del oxianión
Complejo
 acil-enzimaIntermedio tetraédrico II
R3OH
R1OH
Asp
O
O N
N
His
H
H O
Ser
R3O R2
O
                          
Esquema 1.- Mecanismo de hidrólisis de las lipasas.  
 Si el nucleófilo R3OH es agua, la lipasa llevará a cabo la hidrólisis del éster 
sustrato, pero en un entorno con baja actividad de agua otros nucleófilos pueden 
competir con el agua en el ataque al intermedio acil-enzima, dando lugar a diferentes 
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productos. Esta versatilidad es utilizada en biotransformaciones para llevar a cabo 
distintos procesos (Esquema 2): 
• Procesos de transferencia de acilo, en los que el ataque de un alcohol 
conduciría a la formación de ésteres (16). 
• Procesos de aminolisis, como consecuencia del ataque de una amina, dando 
lugar a la formación de amidas (17). 
• Procesos de amonolisis, si el nucleófilo utilizado es NH3 (18).  
• Formación de perácidos, cuando el peróxido de hidrógeno actúa como 
nucleófilo (19).  
• Hidrazinolisis, actuando como nucleófilo una hidracina (20). La actuación como 
nucleófilo de una hidroxilamina dará lugar a la formación de derivados de ácido 
hidroxámixo (21).   
 
Enz R1
O
Complejo 
acil-enzima R1 NHNHR2
O
R1 NH2
O
R1 NHR2
O
R1 OOH
O
R1 OR2
O
R1 OH
O
Hidrazinolisis
R2NHNH2
NH3
Amonolisis
R2NH2
AminolisisPerhidrólisis
Transesterificación
Hidrólisis
H2O
R2OH
H2O2
 
Esquema 2.- Reacciones catalizadas por las lipasas. 
 En este contexto se engloba el concepto de “promiscuidad” de las lipasas y de 
las enzimas en general, referido a la capacidad de estos biocatalizadores de llevar a 
cabo diferentes transformaciones químicas sobre un amplio número de sustratos, 
naturales o no (22).  
Hule y Berlung (23), establecen tres tipos de promiscuidad enzimática, debidas 
a: i) las condiciones de reacción, ii) la variedad de sustratos y iii) la actividad catalítica 
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de la enzima. En el primer tipo, algunos autores incluirían la capacidad de muchas 
enzimas de presentar actividad en su medio no convencional, como es el caso de las 
lipasas en disolventes orgánicos. El segundo tipo de promiscuidad, se refiere al 
amplio rango de sustratos que pueden ser aceptados por las enzimas, como las 
lipasas, tal y como se ha descrito anteriormente. El mecanismo de acción sobre estos 
sustratos es similar en todos ellos, formándose un estado de transición equivalente al 
que se formaría con un sustrato natural. En este grupo, también se incluyen aquellos 
mutantes con los que se han obtenido enzimas capaces de tolerar un mayor número 
de sustratos que la enzima nativa, o con estereoselectividad opuesta, como en el 
caso de la lipasa de Candida antartica, isoforma B (CALB), cuya enantioselectividad 
fue transformada por Magnusson y cols. (24), pasando a ser S-selectiva en lugar de 
R-selectiva. De esta forma, mediante las diversas técnicas de biología molecular, a 
través de las cuales se obtienen diferentes mutantes enzimáticos, se está logrando la 
obtención de biocatalizadores activos frente a un mayor rango de sustratos (25) y más 
enantioselectivos (26).  
 Por último, el último tipo de promiscuidad enzimática mencionado, se refiere a 
la capacidad del sitio activo de las enzimas de catalizar más de una transformación 
química. Algunos investigadores han desarrollado otro tipo de reacciones, mediante el 
aprovechamiento de la maquinaria catalítica de las lipasas: el grupo de Gotor ha 
demostrado cómo se puede llevar a cabo una reacción de adición de Michael 
catalizada por la lipasa B de Candida antarctica, a partir de acrilonitrilo y diferentes 
aminas secundarias (Esquema 3) (27).   
 
R2
NH
R1
CN+ CALB
R2
N CN
R1
 
Esquema 3.- Reacción de adición de Michael catalizada por la lipasa B de Candida antartica (27). 
 Así mismo, en la bibliografía aparecen descritas otras innovadoras aplicaciones 
sintéticas de lipasas, como son las reacciones de formación de enlace C-C 
catalizadas por mutantes de CALB (mutantes Ser105Ala y Ser105Gly), que mostraron 
actividad aldolasa (28). También se demostró esta actividad en la lipasa nativa, pero 
en menor grado. 
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 Recientemente, se ha demostrado que también algunas enzimas pueden llevar 
a cabo nuevas transformaciones químicas, en las que estaría implicado un centro 
catalítico diferente al que normalmente interviene en la actividad catalítica de la 
enzima (29). 
 Esta gran habilidad de las enzimas de presentar actividad frente a un amplio 
rango de sustratos, bajo diferentes condiciones, así como la mejora de 
biocatalizadores que se está logrando a través de ingeniería genética, supone un gran 
potencial en su aplicación en un amplio número de metodologías sintéticas. 
 Dentro de las diversas aplicaciones de las lipasas en el campo de las 
biotransformaciones, en este capítulo nos centraremos en algunos ejemplos dónde se 
utilizan lipasas de diferentes orígenes en la obtención de compuestos de interés para 
la industria farmacéutica.  
2.1.1. Lipasa de Candida cylindracea o Candida rugosa 
 La lipasa de Candida rugosa, también conocida como Candida cylindracea es 
una de las más utilizadas en biotransformaciones (30). Se conoce su estructura 
tridimensional (31) y se comercializa en diferentes preparados enzimáticos que 
contienen un porcentaje proteico bajo (aproximadamente un 16 % de proteínas) (32). 
Estos preparados se diferencian en la actividad enzimática pero no en la 
estereoselectividad de esta lipasa (33). 
 Existen numerosos ejemplos industriales dónde se usa esta lipasa para la 
obtención de productos de interés farmacéutico. Uno de estos, son los 
antiinflamatorios no esteroídicos, también conocidos como los profenos (ácidos 2-
arilpropiónicos, de estructura genérica 1 (Esquema 4) tienen una gran importancia. 
Entre ellos, citaremos el Ibuprofeno 2, Flurbiprofeno 3, Fenoprofeno 4, Suprofeno 5, 
Carprofeno 6, Naproxeno 7, Dexketoprofeno 8, Flunoxaprofeno 9 o el Ketorolaco 10. 
Estos fármacos, se suelen utilizar en gran número de procesos inflamatorios y 
especialmente en el tratamiento de las enfermedades reumatoides e incluyen una 
serie de procesos tales como  artrosis, artritis reumatoide, dolores en columna 
vertebral, lumbago, etc., los cuales son responsables de una alta incidencia de bajas 
laborales. La actividad de estos fármacos está asociada a su capacidad de inhibir la 
ciclooxigenasa, responsable de la biotransformación del ácido arquidónico hasta 
prostaglandinas o tromboxanos (34). Numerosos estudios farmacológicos acerca de 
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la actividad terapéutica de los dos enantiómeros de estos compuestos han 
demostrado que el isómero S(+) no sólo tiene un mayor poder antiinflamatorio -28 
veces en el caso del Naproxeno (35) o 160 veces para el S(+) Ibuprofeno- frente al su 
antípoda R(-) (36), el cual es esencialmente inactivo como inhibidor de la síntesis de 
prostaglandinas (37), aunque puede tener efecto analgésico por mecanismos 
diferentes (38), sino que también el eutómero S(+) alcanza su concentración 
terapéutica en sangre antes que el racemato (39). No obstante, sólo el Naproxeno 7, 
Dexketoprofeno 8, Flunoxaprofeno 9 y el Ketorolaco 10 se venden cono enantiómeros 
puros, mientras que el más vendido de todos, el Ibuprofeno 2, se comercializa como 
racémico. 
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Esquema 4.- Estructura de los antiinflamatorios no estereoídicos más utilizados. 
 De entre las diferentes metodologías descritas para la obtención 
enantioselectiva del eutómero S de estos compuestos, la utilización de lipasas que 
catalicen, bien la hidrólisis enantioselectiva de derivados racémicos de los profenos, 
bien la esterificación enantioselectiva de los mismos, resulta una interesante 
alternativa. La compañía norteamericana Pfizer ha desarrollado un proceso industrial 
para la obtención del eutómero S(+)-Ibuprofeno S-2 partiendo de una mezcla 
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racémica del correspondiente éster metoxietílico rac-2 (Esquema 5), catalizado por la 
lipasa de C. rugosa inmovilizada en los poros de un reactor de membrana (40). 
O
O
O
(R) O
O
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O
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S(+)-ibuprofeno
S-2
rac-2
+
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Esquema 5.- Obtención del S(+)-ibuprofeno (S-2) por hidrólisis del éster racémico rac-2. 
La reacción se lleva a cabo a una temperatura de 20ºC, y a pH= 5, puesto que, 
aunque la lipasa muestra actividad en un amplio intervalo de valores de pH, se 
necesita un medio ácido para que disminuya la solubilidad del Ibuprofeno, puesto que 
la enzima se inhibe por exceso de producto. El principal inconveniente del proceso -la 
baja solubilidad de los productos en medio acuoso (por debajo de 1mM para el rac-2), 
que implicaría operar con reactores de gran volumen-, se elimina trabajando en un 
reactor de fibra hueca, donde la lipasa está atrapada no covalentemente en los poros 
de una membrana que separa un sistema bifásico agua-disolvente orgánico. Así, el 
sustrato rac-2 se disuelve en la fase orgánica, y se circula por el exterior de la 
membrana, donde es convertido por la enzima y el correspondiente ácido se extrae a 
la fase acuosa. Posteriormente, un segundo reactor de membrana, fijado a un pH alto, 
permite la separación del producto S-2 del enantiómero del éster que no ha 
reaccionado, R-2, el cual puede recircularse, lo que permite alcanzar altas 
productividades volumétricas (40). 
2.1.2. Lipasa de Candida antarctica 
Es una de las lipasas más versátiles empleada en el campo de las 
biotransformaciones. Existen dos isoenzimas de esta lipasa, la forma A y la forma B, 
que presentan ciertas diferencias (41). La lipasa A (CALA) es dependiente de Ca2+ y 
más termoestable, mientras que la lipasa B (CALB) es menos termoestable y no 
dependiente de metales para su actividad. Su especificidad de sustrato presenta 
grandes diferencias, ya que la CALB es muy activa frente a gran variedad de 
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sustratos no naturales, mientras que la CALA tiene una menor versatilidad. Ambas 
isoenzimas han sido obtenidas en forma pura a través de procesos de clonación y 
sobreexpresión en Aspergillus oryzae. Para aplicaciones preparativas CALB ha sido 
mucho más utilizada (42). 
La estructura tridimensional de la CALB libre ha sido resuelta mediante 
difracción de rayos X (43). La CALB se presenta en diferentes preparados 
comerciales que difieren en el soporte sobre el que se incorpora el enzima. Uno de los 
preparados comerciales más empleado es el comercializado por Novo Nordisk como 
“Novozym 435”, donde la enzima está soportada en una resina conocida como 
“Lewatit E”. Una de las ventajas de este preparado es que es más estable que el 
enzima nativo (44). 
La compañía Shering Plough ha desarrollado un proceso industrial para la 
obtención del sintón quiral (12, S) (Esquema 6), clave en la síntesis de un potente 
antifúngico (compuesto SCH56592, 14) (Esquema 7) utilizando la lipasa de Candida 
antártica Novozym 435 (45) y el acetato de vinilo como agente acilante. Esta enzima 
es capaz de llevar a cabo la acilación regioselectiva del compuesto 11 para obtener el 
compuesto monoacilado 12 de forma estereoselectiva y el compuesto diacilado 13 
(Esquema 6). Esta reacción se lleva a cabo a una temperatura de 0ºC usando 
acetonitrilo como medio de reacción, ya que la siguiente reacción de iodociclación 
para la obtención del fármaco también se lleva a cabo en este mismo disolvente. La 
enzima es eliminada del medio de reacción tras una simple filtración y la mezcla de 
reacción es directamente llevada al siguiente paso químico del bioproceso (Esquema 
7).  
 
Esquema 6.- Obtención del sintón quiral 12 (S) por acilación quimio y regioselectiva del éster racémico 11. 
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El compuesto SCH56592 (14) es un potente antifúngico desarrollado por 
Schering que presenta una gran actividad en infecciones sistémicas producidas por 
Candida pulmonary y Aspergillus. El aumento de la actividad  de este compuesto con 
respecto a otros antifúngicos que también presentan un grupo triazol en su estructura 
es debida a la presencia del anillo de tetrahidrofurano, el cual sustituye a un anillo de 
l,3-dioxolano presentes en otros azoles (46). La ruta sintética para el producto final 
trascurre a través de una intermedio clave que es el (2R, 4S)-fenilsulfonato, que 
posee la estequiometría necesaria en las posiciones 2- y 4- en el anillo de 
tetrahidrofurano, obtenida gracias a la iodociclación del monoester quiral (S)12, 
seguida por el desplazamiento del iodo por el anillo de triazol.  
 
 
 
Esquema 7.- Síntesis quimioenzimática del antifúngico SCH56592. 
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Otro ejemplo industrial dónde se utiliza la lipasa de Candida antartica es el 
desarrollado por la compañía GlaxoSmithKline Pharmaceuticals para la síntesis del 
antitrombótico Lotrafibran S-16. Este fármaco, se utiliza en la prevención de los 
episodios trombóticos, es activo por via oral y es un antagonista de los receptores de 
fibrinógeno GPIIb /IIIa (47). 
 
 
Esquema 8.- Obtención del lotrafiban (S)-16 por hidrólisis del éster racémico rac-15. 
 
El compuesto (S)-16 se preparó mediante un proceso de hidrólisis 
enantioselectiva a partir de la mezcla racémica rac-15 (48). El proceso enzimático fue 
llevado a cabo en medio acuoso a 30ºC, utilizando la lipasa de Candida antartica B 
(CALB) inmovilizada covalentemente sobre una resina macroporosa Chirazyme L-2 
suministrada por Boehringer–Mannheim. Tras las múltiples reutilizaciones del enzima, 
el coste de biocatalizador por Kg de fármaco obtenido fue mínimo (7-14€ por Kg de 
producto). El proceso enzimático fue escalado hasta 2.400 L, usando lipasa 
inmovilizada en un reactor tipo batch (tanque agitado). La separación del fármaco del 
medio de reacción es muy sencilla, ya que tras el tratamiento de la solución acuosa 
del medio de reacción con diclorometano, el ácido (S)-16 permanece en la fase 
acuosa y el éster rac-15 en la orgánica. De esta forma, se consigue aislar el ácido 
(S)-16 con un rendimiento del 85 % y 99 % de exceso enantiomérico, con una pureza 
del 99 %.  
Esa misma compañía (GlaxoSmithKline) también ha desarrollado un proceso 
enzimático para la obtención del (1S,2S)-metoxiciclohexanol (Esquema 9) (49), síntón 
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quiral utilizado en la síntesis de nuevos antibióticos β-lactámicos que presentan una 
estructura tricíclica  (Esquema 10). El proceso enzimático fue llevado a cabo en 
reactor tipo batch, usando la lipasa de Candida antarctica comercializada por Novo 
Nordisk como Novozym 435 a temperatura ambiente y usando ciclohexano como 
medio de reacción. De esta forma, se consigue aislar el compuesto 1S,2S-18 con un 
rendimiento del 36 % y 99 % de exceso enantiomérico, con una pureza del 99 %.  
 
 
Esquema 9.- Hidrólisis enantioselectiva de rac-17 utilizando la lipasa de candida antartica para la obtención 
del síntón quiral 1S,2S-18. 
	  
 
 
Esquema 10.- Estructura de nuevo antibióticos β-lactámicos tricíclicos. 
	  
2.1.3. Lipasa de Pseudomonas cepacia 
Esta lipasa, al igual que otras aisladas pertenecientes a la especie 
Pseudomonas, ha sido empleada con alta selectividad tanto en reacciones de 
hidrólisis y alcolisis de ésteres y anhídridos, como en procesos de transesterificación 
de alcoholes. La estructura de rayos X de su conformación abierta ha sido elucidada, 
presentando la típica estructura de α/β-hidrolasa (50). Parece que esta lipasa 
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presenta un centro activo mucho más estrecho que otras lipasas, ya que en ciertos 
casos presenta inconvenientes para acomodar sustratos muy voluminosos. 
El Paclitaxel (Taxol) es un agente antimitosis, utilizado en el tratamiento de 
varios tipos de cáncer entre los que podemos citar el cáncer de ovarios y de cáncer 
de mama (51). El Paclitaxel fue originalmente aislado de la corteza del tejo Taxus 
brevifolia y también se ha encontrado en otras variedades de tejo. El principal 
inconveniente es que el rendimiento es muy bajo (0,07%). Se ha estimado que son 
necesarias unas 20.000 libras de corteza de tejo (equivalente a 3.000 árboles) para 
producir 1 Kg de Paclitaxel (52). El desarrollo de un proceso semisintético para la 
producción de Paclitaxel a partir de, por un lado, bacatina III 20 o 10-desacetilbacatina 
III 21 y por el otro de la estructura lactámica 19 es una muy interesante propuesta 
(Esquema11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema 11.- Síntesis del Paclitaxel. 
 
Para ello, se llevó a cabo la obtención de la estructura lactámica 19 mediante la 
hidrólisis enantioselectiva del acetato racémico 3-(acetiloxi)-4-fenil-2-azetidinona 22. 
(Esquema 12) al correspondiente alcohol 23 y el R-acetato 24 (53) usando una lipasa 
PS-30 de Pseudomonas cepacea (Amano) y BMS lipasa (lipasa extracelular obtenida 
de la fermentación de Pseudomonas sp. SC 13856). El rendimiento de reacción 
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obtenido para el (R)-acetato 24 fue superior al 48 % (máximo teórico del 50 % para 
una resolución cinética) con un exceso enantiomérico superior al 99,5 %. 
 
Esquema 12.- Hidrólisis enantioselectiva del acetato racémico. 
 
Las lipasas BMS y PS-30 fueron inmovilizadas sobre polipropileno Accurel 
(PP), y estas se pueden reutilizar (diez ciclos) sin pérdida de actividad enzimática, 
productividad o enantiopureza del producto 23 en el proceso de resolución. El proceso 
enzimático fue escalado hasta 250 L (2,5 Kg de sustrato), usando las lipasa BMS y 
PS-30, respectivamente. De cada “batch” de reacción, se aisló el R-acetato 23 con un 
45 % de rendimiento y 99,5 % de ee. Mediante una suave hidrólisis en medio básico, 
el R-acetato se transformó químicamente al R-alcohol 19, sintón que al ser acoplado a 
la bacatina III 20, tras una protección y desprotección, permite preparar paclitaxel por 
un proceso semisintético (54). 
 
2.1.4. Lipasa de páncreas porcino 
Esta lipasa es una de las más baratas y más utilizada en biotransformaciones. 
Se conoce su estructura terciaria y al igual que las otras lipasas mencionadas 
anteriormente e igualmente esta enzima se comercializa en diversos preparados 
enzimáticos (55). 
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Las ariloxipropanolaminas constituyen un extenso e importante grupo de 
fármacos bloqueadores β–adrenérgicos o β–bloqueantes muy utilizados en el 
tratamiento de la hipertensión, las arritmias, algunas formas de angina y ciertos tipos 
de ansiedad (S-24-30) (Esquema 13). Todos poseen un anillo aromático, un grupo 
amino terminal que presenta un sustituyente voluminoso para asegurar la afinidad por 
los receptores β y un carbono asimétrico en la cadena lateral, que es muy importante 
para el mantenimiento de sus acciones farmacológicas. La actividad ß bloqueante 
sólo aparece en los enantiómeros (S). Los (R), son agentes estabilizantes de 
membrana sin actividad antagonista ß. La compañía holandesa DSM ha desarrollado 
un proceso quimioenzimático para la preparación de estos bloqueadores β–
adrenérgicos. 
 
 
 
Esquema 13.- Estructura de los β–bloqueantes con estructura ariloxipropanolaminas. 
En este sentido, el compuesto S-31 es un intermedio quiral para la síntesis 
enantioselectiva de los fármacos β–bloqueantes (Esquema 14). La hidrólisis 
enantioselectiva del éster racémico rac-31 se ha llevado a cabo con lipasa de 
páncreas porcino inmovilizada en un reactor de tanque agitado (56). 
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Esquema 14.- Hidrólisis enantioselectiva del compuesto rac-31 para la obtención del sintón quiral R-31. 
 
En este bioproceso, se obtuvo un rendimiento superior al 85 % y un exceso 
enantiomérico superior al 99,9 % para la obtención del sintón quiral (R)-31, clave en la 
síntesis química de los fármacos β–bloqueantes con estructura de 
ariloxipropanolaminas (Esquema 15). 
 
 
 
Esquema-15.- Esquema sintético para la preparación de fármacos β–bloqueantes adrenérgicos. 
 
2.1.5. Lipasa de Serratia marescens 
Esta lipasa es mucho menos conocida y utilizada a nivel industrial, pero cabe 
resaltar su uso en la obtención de un sintón quiral muy importante en la síntesis del 
Diltiazem (bloqueante de los canales de calcio). Los fármacos bloqueantes de los 
canales de calcio forman un grupo diverso, desde el punto de vista químico y 
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farmacológico. Desde el punto de vista químico, el diltiazen es una benzodiacepina 
que se usa para tratar la hipertensión y para controlar el dolor en el tórax (angina). 
Funciona al relajar los vasos sanguíneos para que el corazón no tenga que bombear 
con dificultad. También aumenta el suministro de sangre y de oxígeno al corazón. La 
compañía Tanabe Pharmaceutical ha comercializado una lipasa que cataliza la 
resolución del éster metílico correspondiente del ácido (+)-(2S,3R)-trans-3-(4-
metoxifenil)-glicídico (MPGM) (2S,3R)-35 (Esquema 16), un precursor clave para el 
diltiazem 36 (57-60). El proceso Tanabe utiliza una lipasa secretada por Serratia 
marcescens Sr41 8000. En este caso la lipasa cataliza la hidrólisis del racémico rac-
35 para "limpiar" el enantiómero deseado (2S,3R)-36 del ácido producto de la 
hidrólisis enzimática (2R,3S)-37, el cual se descompone espontáneamente al aldehído 
40.  
 
 
Esquema 16. Proceso Tanabe para la preparación del sintón  quiral (2S, 3R)-36 para la obtención del 
diltiazem 39.	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En el proceso Tanabe Pharmaceutical, en un reactor de membrana se combina 
la hidrólisis, separación y cristalización del (2S,3R)-36. En este sentido, el tolueno 
disuelve el sustrato racémico en el cristalizador y lo lleva hasta la membrana que 
contiene la lipasa inmovilizada. La lipasa cataliza la hidrólisis del enantiómero no 
deseado originando el ácido (2R,3S)-37, el cual pasa a través de la membrana en la 
fase acuosa. La espontánea descarboxilación del ácido, da el correspondiente 
aldehído que reacciona con el bisulfito en la fase acuosa. En ausencia de bisulfito, 
este aldehído desactivaría la lipasa. El enantiómero deseado (2S,3R)-36 permanece 
en la fase tolueno y se lleva hasta el cristalizador. La actividad de la lipasa baja 
significativamente después de ocho ciclos y la membrana puede ser recargada con 
lipasa adicional. Con este proceso, el rendimiento del producto cristalizado (2S,3R)-36 
fue mayor del 43 % con el 100 % de pureza enantiomérica. 
2.1.6. Lipasa de Pseudomonas fluorescens 
La lipasa de Pseudomonas fluorescens también ha sido muy utilizada en la 
resolución de compuestos quirales. Se conoce su estructura tridimensional y presenta 
un peso molecular de 33 kDa (61). Una importante aplicación industrial de esta lipasa 
es su utilización a nivel industrial para la preparación de un sintón quiral para la 
obtención del Carbovir, un fármaco utilizado frente al SIDA.  
Las infecciones de origen vírico, constituyen una de las causas más 
importantes de mortalidad en todo el mundo. Desde finales del siglo XIX, la 
inmunoterapia representada por la vacunación, ha constituido la primera respuesta 
terapéutica eficaz contra la patogénesis viral. Sin embargo, la aparición del Síndrome 
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), producido por el Virus de Inmunodeficiencia 
Humana (VIH) (62), un retrovirus humano del grupo de los lentivirus, orientó el 
tratamiento hacia otras formas terapéuticas, ya que la posibilidad de encontrar una 
vacuna eficaz en este caso se halla dificultada por la particular problemática que 
plantea el virus. Por estas razones, la terapia antivírica se basa en un conocimiento 
detallado del ciclo de replicación del virus y su interferencia. Por el momento, se han 
encontrado que los agentes antivíricos de mayor éxito actúan en la etapa de 
formación del provirus de ADN. Concretamente mediante la inhibición de la 
transcriptasa inversa, sintetizada por la célula huésped según las informaciones del 
ARN vírico, y que efectúa la transcripción inversa del ARN vírico en un ADN 
complementario, y mediante la inhibición de la proteasa. Entre los inhibidores de la 
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transcriptasa inversa destaca el Carbovir (63), que es un análogo de nucleósidos 
modificados (C-nucleósidos) que es estable, tanto a los medios ácidos como a la 
acción de las desaminasas, de manera que sin dejar de ser reconocidos por las 
quinasas celulares, y tras ser fosforilados, se enlazan a la transcriptasa inversa. La 
síntesis de Carbovir requiere la preparación del sintón quiral S-43 (Esquema 17). 
La compañía inglesa Celltech Group ha puesto a punto la hidrólisis 
enantioselectiva del compuesto rac-47 con la lipasa de Pseudomonas fluorescens en 
un reactor de tanque agitado, obteniendo el compuesto (S)-43 con un 22 % de exceso 
enantiomérico. Mediante una simple extracción se consigue separar con heptano el 
alcohol S-42 que permanece en la fase acuosa y el éster en la fase orgánica 
(Esquema 18) (64). 
 
Esquema 17.- Síntesis del Carbovir (46) a partir del sintón quiral S-43 Proceso Tanabe para la preparación. 
 
 
 
Esquema 18.- Hidrólisis enantioselectiva de rac-47 utilizando la lipasa de Pseudomonas fluorescens para 
obtener el sintón quiral S-43.	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2.2. Proteasas 
Las proteasas son enzimas proteolíticas que catalizan la hidrólisis de enlaces 
peptídicos. Son por tanto enzimas degradativas que hidrolizan las proteínas. Estas 
enzimas también son altamente estéreo- y regioselectivas; normalmente actúan en 
condiciones suaves de reacción con un pH óptimo entre 6 y 8 en todos los casos, son 
fáciles de manejar, no requieren cofactores, son bastante estables y, en general, 
relativamente simples en su arquitectura molecular. Las proteasas representan 
también un grupo importante de enzimas industriales (65).  
De acuerdo a la clasificación EC, las proteasas pertenecen al subgrupo 4 
dentro del grupo 3 (hidrolasas). Actualmente, estas enzimas se clasifican en base a 
tres criterios: i) tipo de reacción que catalizan, ii) naturaleza química del centro activo 
y iii) relaciones evolutivas en referencia al sustrato (66). En función de los grupos 
funcionales del centro activo tenemos serina proteasas, aspártico proteasas, cisteína 
proteasas y metaloproteasas. 
Las serina proteasas son las más utilizadas en el campo de las 
biotransformaciones y como su nombre indica se caracterizan por la presencia de una 
serina en el centro activo que incluye una triada catalítica de tres aminoácidos: serina 
(nucleófilo), aspártico (electrófilo) e histidina (base), lo cual enseguida nos recuerda a 
una lipasa (Esquema 2). 
Las proteasas tienen una larga tradición de aplicación en la industria 
alimentaria (fabricación del queso, mejora de la calidad del pan, preparación de 
hidrolizados de proteínas de soja, reducción del amargor de hidrolizados de proteínas, 
síntesis del edulcorante aspartamo) y como aditivos en detergentes (65). Su 
aplicación en el curtido de pieles sustituyendo a los reactivos químicos tóxicos 
tradicionales es relativamente reciente y les ha conferido mayor importancia si cabe 
en la industria biotecnológica. Al igual que las lipasas las proteasas se han aplicado 
con éxito en la síntesis química debido, a que al igual que las lipasas, presentan una 
alta estereoselectividad, incluso sobres sustratos no naturales y a su capacidad para 
catalizar la reacción inversa a la hidrólisis en medios no acuosos. Actualmente las 
proteasas son un reactivo más en el laboratorio de química orgánica. Entre sus 
aplicaciones en este campo, destacamos la síntesis de péptidos, la catálisis de 
reacciones de esterificación/transesterificación y la resolución de mezclas racémicas. 
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Salvo la primera, el resto de aplicaciones también las comparten las lipasas. De 
hecho, ambas clases de enzimas se complementan en numerosos procesos de 
síntesis (por ejemplo al presentar regioselectividades diferentes frente al mismo 
sustrato). 
A continuación mostraremos algunos ejemplos de la aplicación de las 
proteasas para la obtención de compuestos de interés farmacológico. 
2.2.1. Tripsina 
La tripsina es una enzima muy utilizada en la digestión de muchas proteínas, 
en el caso de las aplicaciones dentro de la industria farmacéutica citaremos la 
obtención de la insulina por métodos biocatalíticos.  
La insulina fue aislada por primera vez en 1921 a partir de páncreas de perro y 
su secuencia fue identificada por Sanger en 1955. La insulina es una hormona 
polipeptídica que se encarga de regular los niveles de azúcar en sangre y es usada 
para el tratamiento de la diabetes mellitus (aprox. 5% de la población occidental). La 
insulina está formada por dos secuencias de aminoácidos. La cadena A tiene 21 
aminoácidos, y la cadena B tiene 30 aminoácidos. Las cadenas están unidas entre sí 
a través de los átomos de azufre de la cisteína (Cys). Las hormonas peptídicas por lo 
general son diferentes para cada especie, pero pueden tener similitudes. La insulina 
humana es idéntica a la insulina de cerdo, excepto que el último aminoácido de la 
cadena B del cerdo es alanina (Ala) en vez de treonina (Thr). Al ser una proteína, no 
puede suministrarse oralmente (proteolisis). Hoy día, existen 4 rutas para la obtención 
de insulina: 1) extracción de páncreas humano; 2) síntesis a partir de los aminoácidos 
individuales; 3) conversión de insulina porcina en humana; 4) fermentación a partir de 
microorganismos modificados genéticamente. En este último caso existen a su vez 
diferentes posibilidades para obtener insulina:  
• Producción de pro-insulina, transformada en insulina por traspeptidación. 
• Producción de pro-insulina usando células de E. coli modificadas 
genéticamente y posteriores pasos de síntesis y purificación. 
En todos estos métodos se utiliza un precursor de la insulina que es 
proteolíticamente estable. 
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PRODUCCIÓN DE PRO-INSULINA, TRANSFORMADA EN INSULINA POR TRANSPEPTIDACIÓN 
En este caso, la compañía danesa Novo Nordisk ha puesto a punto la 
obtención de pro-insulina a través de fermentación de células de S. cerevisiae 
modificadas genéticamente (49) y posteriormente tratada con tripsina de páncreas 
porcino, que hidroliza el aminoácido alanina (Ala) del extremo C-terminal de la cadena 
B, e incorpora por traspeptidación el aminoácido treonina (Thr) en forma de éster (50) 
(Esquema 19). De esta forma obtenemos la insulina humana esterificada que 
posteriormente es hidrolizada para dar lugar a la insulina humana (67) (Esquema 20). 
Este proceso es llevado a cabo en un reactor de tanque agitado con una conversión 
del 99,9 % y un rendimiento y selectividad superiores al 97 %. 
 
 
Esquema 19.- Producción de pro-insulina, transformada en insulina por transpeptidación. 
 
Pro-insulina, 49
Éster de insulina humana, 50
Tripsina
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Esquema 20.- Hidrólisis enzimática de la insulina humana. 
	  
	  
 PRODUCCIÓN DE PRO-INSULINA USANDO CÉLULAS DE E. COLI MODIFICADAS GENÉTICAMENTE Y 
POSTERIORES PASOS DE SÍNTESIS Y PURIFICACIÓN 
En este caso, la compañía americana Eli Lilly ha puesto a punto la obtención 
de una pro-insulina (Pro-Arg-insulina, 52) directamente por fermentación a partir de 
células de E. coli recombinante y que tras un primer tratamiento con tripsina de 
páncreas porcino, se obtiene un segundo precursor de la insulina (Mono/di-Arg-
insulina, 53) con un rendimiento del 70 % en un reactor de tanque agitado (Esquema 
21). Posteriormente, esta mono/di-Arg-insulina 53, sufre una segunda hidrólisis 
enzimática, utilizando para ello una peptidasa de páncreas porcino, que hidroliza los 
dos restos de arginina (Arg) presentes en el extremo C-terminal de la cadena B, con 
una conversión superior al 99%, un rendimiento del 95 % y una selectividad superior 
al 99 % (Esquema 22).  
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Esquema 21.- Producción de Mono/di-Arg-insulina, 53 a partir de Pro-Arg-insulina, 52 por tratamiento con 
tripsina. 
Pro-Arg-insulina, 52
Mono/di-Arg-insulina, 53
Tripsina
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Esquema 22.- Produción de insulina humana (51) a partir de Mono/di-Arg-insulina (53) por tratamiento 
peptidasa específica de Arg. 
	  
2.2.2. Proteasa alcalina de Bacillus licheniformis (Subtilisina Carlsberg) 
 La proteasa alcalina de Bacillus licheniformis, también conocida como 
subtilisina Carlsberg o subtilisina A (EC 3.4.21.62), fue descubierta en 1947 por 
Linderstrom-Lang y Ottesen en los laboratorios Carlsberg, de ahí su nombre. Es una 
endopeptidasa con un peso molecular de 27,5 KDa, una temperatura óptima de 
trabajo de 60ºC y un pH óptimo de 10. Presenta una amplia especificidad de sustrato, 
lo que le confiere una gran utilidad sintética. La triada catalítica la componen los 
residuos Ser221, His64 y Asp22. Un catión de calcio está presente en su estructura, 
pero no es necesario para su actividad.  
 Al igual que las lipasas, la subtilisina de Carlsberg se emplea en las 
resoluciónes cinéticas de compuestos de interés industrial; como ejemplo citaremos la 
Pro-Arg-insulina, 53
Peptidasa
Insulina humana, 51
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utilización de esta proteasa por la compañía suiza Hoffmann La-Roche para la 
obtención de un sintón quiral útil en la síntesis de inhibidores de la renina.  
La renina es la enzima que limita la síntesis de angiotensina II y la activación 
del sistema renina-angiotensina (SRA), por lo que desde hace más de 50 años se han 
intentado desarrollar fármacos activos por vía oral capaces de inhibir directamente la 
renina. Recientemente, se ha demostrado que la prorrenina y renina son moléculas 
activas que interactúan con un receptor específico y que su estimulación activa 
diversas vías de señalización independientes de las activadas por la angiotensina II. 
El hallazgo de que la renina es la enzima que limita la activación del sistema SRA y 
de que en ausencia de renina no se sintetizan A-I o A-II, ha estimulado en los últimos 
50 años la síntesis de fármacos inhibidores directos de la renina (IDR) (68-70). 
A finales de los años ochenta, se desarrollaron nuevos IDR con estructura 
peptídica: remikiren y ciprokiren (70-72).  
Finalmente, la identificación de la estructura del sitio activo de la renina 
mediante cristalografía de rayos X y las nuevas técnicas de modelado molecular nos 
han permitido diseñar una nueva familia de IDR no peptídicos y de bajo peso 
molecular que han superado todos estos inconvenientes, de los que el aliskiren es el 
primer representante (73). En la actualidad, se encuentran en fase clínica nuevos IDR, 
desarrollados por Actelion-Merck & Co., Pfizer, GlaxoSmithKline y Speedel (familias 
SPP600, SP800 y SPP1100).  
El proceso desarrollado por la compañía Hoffmann La-Roche está basado en la 
hidrólisis enantioselectiva del éster étílico del ácido (R,S) 2-bencil-3-[[1-metil-1-
((morfolin-4-il)carbonil)etil]sulfonil] propiónico (54) para la producción del sintón quiral 
ácido (2R) 2-bencil-3-[[1-metil-1-((morfolin-4-il)carbonil)etil]sulfonil] propiónico (55) 
(Esquema 23).  
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Esquema 23.- Hidrólisis enantioselectiva del éster racémico ra-54 para la obtención del sintón quiral R-55 
utilizando la subtilisina de Bacillus licheniformis.	  
 
En este proceso, se utiliza como biocatalizador un preparado comercializado 
por la compañía Novo Nordisk de subtilisna Carlsberg, usado en la formulación de los 
detergentes (Optimase M 440 o Proteasa L 660), el cual es suspendido en un sistema 
bifásico (agua/disolvente orgánico en una proporción 1:1). La conversión obtenida en 
este proceso fue del 50 % y un exceso enantiomérico del 99 % (74). 
Este síntón quiral R-35 es crucial como intermedio quiral en la síntesis de 
remikiren y ciprokiren, inhibidores directos de la renina (Esquema 24). 
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Esquema 24.- Ruta sintética para la obtención de los inhibidores de renina Ciprokiren y Remiquiren.	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3. PENICILIN G ACILASAS 
Los antibióticos β-lactámicos, constituyen una de las familias más importantes 
del arsenal terapéutico actual. Los primeros antibióticos de este grupo fueron las 
penicilinas, descubiertas accidentalmente por Fleming en 1928, al observar la 
inhibición de la proliferación bacteriana en cultivos contaminados por el hongo 
Penicillium notatum. Sin embargo, no fue hasta 1940 cuando se puedo aislar el 
principio activo, la penicilina G y un poco más tarde, en 1945, pudo dilucidarse su 
estructura química, lo que impulsó el desarrollo de los métodos fermentativos y de 
síntesis parcial de análogos con mejores propiedades. También a mediados de los 
años cuarenta se descubrieron las cefalosporinas, un grupo de antibióticos β-
lactámicos procedentes de hongos del género Cephalosporum.  
La mayoría de las limitaciones químicas y farmacológicas de los antibióticos 
lactámicos, así como la obtención de los mismos en las cantidades requeridas para 
satisfacer su demanda, se han resuelto con éxito mediante el desarrollo de métodos 
de síntesis parcial. Sin embargo, el desarrollo de estos métodos no fue posible sin la 
previa optimización de determinados procesos de fermentación que permitirán la 
producción a gran escala de alguno de estos antibióticos para su empleo como 
precursores sintéticos de análogos con propiedades más interesantes (penicilina G y 
cefalosporina G, Esquema 25). Para ello, se requiere la puesta a punto de métodos 
eficaces para la obtención del ácido 6-aminopenicilánico (6-APA), del ácido 7-
aminocefalosporánico (7-ACA) y del ácido 7-amino-3-desacetoxicefalosporánico (7-
ADCA), así como su acilación posterior con precursores adecuados de la cadena 
lateral. Para la obtención del 6-APA, del 7-ACA ó 7-ADCA, se han descrito diversos 
procedimientos, entre los que destacan los basados en la hidrólisis enzimática de la 
cadena lateral de algunas penicilinas fácilmente accesibles por fermentación, como la 
penicilina G y cefalosporina G.  
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Esquema 25.- Obtención del 6-APA y 7-ADCA por hidrólisis enzimática de la penicilina G y cefalosporina G 
respectivamente. 
 
La penicilina G acilasa (PGA) (EC. 3.5.1.11) se encuentra en la naturaleza en 
gran variedad de microorganismos (bacterias, actinomicetos, levaduras, hongos) (75). 
Es una de las enzimas más importantes en la biocatalísis, tanto por su uso industrial 
como por la cantidad de estudios académicos en los que se ha utilizado. Su actividad 
por excelencia es la hidrólisis de Penicilina G para formar 6-APA (importante 
precursor en la síntesis de antibióticos semi-sintéticos). Este proceso fue uno de los 
primeros en ser catalizados por un enzima (75). La PGA usada industrialmente y más 
estudiada es la proveniente de E.coli, (76). Su función natural no esta muy definida, 
existiendo muchas dudas sobre el papel que juega en el metabolismo bacteriano, se 
ha sugerido que puede participar en la hidrólisis de compuestos fenialcetilados para 
generar ácido fenilacético, el cual sería utilizado como fuente de carbono (77).  
Diferentes compañías llevan a cabo la hidrólisis enantioselectiva de estas 
bencilpenicilinas o bencilcefalosporinas, obteniéndose intermedios sintéticos (6-APA o 
7-ADCA) a gran escala. Para la obtención del 6-APA, podemos citar a la compañía 
Dr. Vig Medicaments (India), que lleva a cabo la obtención de este intermedio 
mediante la penicilin G acilasa de E. coli o de Arthrobacter viscosus inmovilizada en 
medio acuoso a pH=8 y 37ºC. Este proceso, se lleva a cabo en un reactor de tanque 
agitado de 2.000 L de capacidad, obteniéndose un 99 % de conversión, 93 % de 
rendimiento y un 94 % de selectividad. Este mismo proceso, es llevado a cabo por 
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otras compañías como Unifar o Asahi Kasei Chemicals Corporation; en este caso 
también se utiliza la penicilin G acilasa de E. coli ó Bacillus megatarium inmovilizada 
en Eupergit C, un polímero funcionalizado por grupos epóxidos. Tras 800 ciclos de 
reutilización del biocatalizador el tiempo de la reacción se incrementa de 60 minutos a 
120 (78). 
Para la obtención del anillo de las cefalosporinas (7-ADCA) también se utiliza la 
misma estrategia, a partir de la cefalosporina G y mediante la utilización de la penicilin 
G- acilasa de E. coli o Arthrobacter viscosus inmovilizada se obtiene el 7-ADCA con 
unos rendimientos del 93 %.  
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